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論文内容の要旨
(目的)
細胞内小器官の 1 つである核は，遺伝情報である DNAが存在し， DNAの複製や遺伝情報のRNAへの転写といっ
た細胞にとって最も重要な機能を担う場所である。核が正常に機能するためには核で働く蛋白質(核蛋白質)が正確
に秩序正しく核内に輸送されることが必要不可欠である。遺伝情報の維持および正確な発現は，生物が生命活動を営
む上で基本となるものであり，核蛋白質輸送機構の解明は細胞の機能ひいては生命活動を理解するための重要な課題
である。
すべての核蛋白質は細胞質で合成された後，その機能の場である核内へ移行する。核蛋白質の核内移行はATP を
必要とする能動輸送によることが明らかになっている。低分子量GTP/GDP結合蛋白質 Ran は in vitro 実験系
を用いて核蛋白質輸送に関与することが示唆されている因子の一つであるが，その生理的役割についてはあまりよく
わかっていない。 Ran の GDP結合型から GTP結合型への変換反応は RCCl とよばれるクロマチン結合蛋白質
により促進される。
本研究では， RC C 1 の温度感受性変異株等の培養細胞を用い，核蛋白質輸送における Ran の生理的役割を明ら
かにすることを目的とした。
(方法ならびに成績)
RCCl 遺伝子に変異をもっ温度感受性変異株 tsBN 2 細胞内では非許容温度下で RCCl 蛋白質が完全に失活す
る。非許容温度下で， tsBN 2 細胞の細胞質に核蛋白質を微量注入して核蛋白質輸送効率を調べたところ， R C C 1 
の失活に伴い，核蛋白質輸送効率が低下することがわかった。しかし， R C C 1 の機能が失われているにもかかわら
ず，核蛋白質輸送が完全に止まってはし、ないことから， RC C 1 は直接，核蛋白質輸送に関与しているのではなく，
Ran を介して影響を及ぼしていると考えられた。そこで RCCl が失活した細胞に GTP 結合型 Ran を微量注入し
たところ，核蛋白質輸送能が回復した。 GTP の非加水分解アナログである GTPγS を結合させた Ran を用いても
輸送能は回復せず，また野性株の細胞に GTPγS 結合型 Ran を微量注入すると核蛋白質輸送が強く抑制されること
から，核蛋白質輸送には Ran に結合した GTP の加水分解が必要であることが明らかとなった。
次に細胞融合能をもっ HV J (センダイウイルス)を用いて，非許容温度下で RCCl が失活した tsBN 2 細胞と
野性株である BHK細胞との融合雑種細胞を作製し，融合細胞における核蛋白質輸送能を調べた。その結果 tsBN 2 
??
細胞由来核への輸送能が回復しないばかりでなく，野性株である BHK細胞由来核への輸送効率がかなり低下してい
た。このことから RCCl が失活した細胞の細胞質には核蛋白質輸送を抑制する因子が蓄積することが示唆されたo
RCCl 機能の欠損はGDP結合型 Ran の蓄積を引き起こすので，抑制因子はGDP結合型 Ran であると考えられ
た。そこで野性株の細胞質に GDP結合型 Ran を微量注入したところ，核蛋白質の輸送効率が低下し，細胞質に存
在する GDP結合型 Ran が核蛋白質輸送に抑制的に働くことが確かめられた。
さらに抗 Ran 抗体を作製し，野性株の細胞質に微量注入したところ，核蛋白質輸送が非常に強く阻害され， Ran 
は核蛋白質輸送の必須因子であることがわかった。
(総括)
これまでの Ran に関する研究はほとんとが in uitro 実験系を用いたものであったが，本研究では培養細胞を用い
て生理的条件下で核蛋白質輸送における Ran の役割の解析を行った。その結果， Ran は核蛋白質輸送の必須因子で
あり，細胞内ではGDP結合型 Ran と GTP結合型 Ran のバランスにより核蛋白質輸送効率が調節を受けているこ
とが示唆された。以上のことから， これまで全く知られていなかった核蛋白質輸送の効率を制御する機構が細胞内に
存在することがはじめて示唆された。
論文審査の結果の要旨
本研究は核蛋白質輸送における低分子量GDP/GTP結合蛋白質 Ran の役割を明らかにするために Ran の
GDP/GTP変換反応促進因子である RCCl の温度感受性変異株等の培養細胞を用いて，細胞への微量注入や細
胞融合など細胞工学的手法を駆使し，生理的条件下で解析を行った。
その結果， RCC 1 の失活に伴い，細胞内の核蛋白質輸送能が低下し，また細胞質に核蛋白質輸送を抑制する因子
が蓄積することを示した。さらに GT p , G D p , GTP r S などの各ヌクレオチド結合型 Ran を用い， GTP 結合
型 Ran の GTP加水分解反応が核蛋白質輸送に必須であり，一方，細胞質に存在する GDP結合型 Ran が核蛋白質
輸送効率を抑制することを明らかにした。この事はGDP結合型と GTP結合型 Ran のバランスにより，核蛋白質
輸送効率が調節を受けていることを示唆している。以上のことから， これまで全く知られていなかった核蛋白質輸送
の効率を制御する機構が細胞内に存在することがはじめて示唆された。
上記の研究結果はこれまでほとんど明らかにされていなかった核蛋白質輸送における Ran の生理的役割を明らか
にしたのみならず，今後， この研究をもとに核蛋白質輸送効率の調節機構という新しい研究分野が展開することが予
想される o よって，本研究は核蛋白質輸送機構を解明するうえで非常に価値ある業績であり，学位に値するものと考
えられる。
